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(54) Title: HYDROXYETHYL STARCH 
(54) Bezeichnung: HYDROXYETHYLSTARKE 

(57) Abstract: The invention relates to a hydroxyethyl starch, to a method for the production thereof, a pharmaceutical preparation 
^iK^I containing said type of hydroxyethyl starch, and to the use of said pharmaceutical preparation for the production of a volume substi- 
tute, a plasma volume substitute or a plasma volume expander, and also to the use of the pharmaceutical preparation for maintaining 
normovolemia and/or to improve macro and microcirculation and/or to improve nutritive oxygen supply and/or to stabilise haemo- 

dynamic effects and/or to improve volume activity and/or to reduce plasma viscosity and/or to increase tolerance to anaemia and/or 
to haemodilution, in particular, for therapeutic haemodilution in case of disturbances in blood circulation and occlusive arterial dis- 
eases, especially peripheral arteries. 

00 

(57) Zusammenfassung: Es wird eine Hydroxyethylstarke, ein Verfahren zu ihrer Herstellung, eine pharmazeutische Zuberei- 
1^ tung enthaltend eine solche Hydroxyethylstarke sowie die Verwendung der pharmazeutischen Zubereitung zur Herstellung eines 
Yolumenersatzmittels, eines Plasmavolumenersatzmittels oder eines Plasmavolumenexpanders, als auch die Verwendung der phar- 
mazeutischen Zubereitung zur Aufrechterhaltung der Normovolamie und/oder zur Verbesserung der Makro- und Mikrozirkulation 
und/oder zur Verbesserung der nutritiven Sauerstoffversorgung und/oder zur Stabilisierung der Hamodynamik und/oder zur Ver- 
besserung der Volumenwirksamkeit und/oder zur Verringerung der Plasmaviskositat und/oder zur Erhohung der Anamietoleranz 
und/oder zur Hamodilution, insbesondere zur therapeutischen Hamodilution bei Durchblutungsstorungen und arteriellen, speziell 
peripheren arteriellen, Verschlusskrankheiten beschrieben. 
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Die Erfindung betrifft eine Hydroxyethylstarke sowie ein Verfahren zur Herstellung 
einer solchen Hydroxyethylstarke. Weiterhin betrifft die Erfindung eine pliarmazeuti- 
5 sche Zubereitung enthaltend eine Hydroxyethylstarke sowie die Verwendung einer 
solchen pharmazeutischen Zubereitung zur Herstellung eines Volumenersatzmittels, 
eines Plasmaersatzmittels Oder eines Plasmaexpanders als auch die Verwendung 
der pharmazeutischen Zubereitung zur Aufrechterhaltung der Normovolamie 
und/oder zur Verbesserung der Makro- und Mikrozirkulation und/oder zur Verbesse- 
10 rung der nutritiven Sauerstoffversorgung und/oder zur Stabilisierung der Hamodyna- 
mik und/oder zur Verbesserung der Volunnenwirksamkeit und/oder zur Verringerung 
der Plasmaviskositat und/oder zur Erhohung der Anamietoleranz und/oder zur Ha- 
modilution, insbesondere zur therapeutischen Hamodilution bei Durchblutungsstd- 
rungen und arteriellen, speziell peripheren arterieiien, Verschlusskrankheiten. 

15 

Der Ersatz intravasaler Flussigkeit gehort zu den wichtigsten Mal^nahmen be! der 
Prophylaxe und Therapie der Hypovolamie und zwar unabhangig davon, ob die Hy- 
povolarnie aus dem unmittelbaren Verlust von Blut bzw. Kdrperflussigkeiten resultiert 
(bei akuten Blutungen, Traumen, Operationen, Verbrennungen), aus Verteilungssto- 

20 rungen zwischen Makro- und Mikrozirkulation (wie bei Sepsis) oder aus einer Vasodi- 
lation (z. B. bei der Anasthesieeinleitung). Fur diese Indikationen geeignete Infusi- 
onsldsungen sollen die Normovolamie wieder herstellen und die Perfusion lebens- 
wichtiger Organe sowie den peripheren Blutfiuss aufrechterhalten. Gleichzeitig dur- 
fen die Losungen den Kreislauf nicht uberma&ig belasten und sie mussen von Ne- 

25 benwirkungen mdglichst frei sein. In dieser Hinsicht bieten samtliche derzeit verfug- 
baren Volumenersatzldsungen Vor- und Nachteile. Sogenannte kristalloide Losungen 
(Elektrolytldsungen) sind zwar weitgehend frei von unmittelbaren Nebenwirkungen, 
gewahrieisten aber nur kurzfristige oder inadaquate Stabilisierung des intravasalen 
Volumens und der Hamodynamik. Bei ausgepragter oder langer anhaltender Hypo- 

30 volamie mussen sie in exzessiven Mengen infundiert werden, da sie nicht aus- 
schlieRlich im intravasalen Kompartiment verbleiben, sondern sich rasch Im extrava- 
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salen Raum verteilen. Ein schneller Abstrom in den extravasalen Raum limitiert aber 
nicht nur die l^reislauffullende Wirlcung l<ristalloider Losungen, sondem birgt aucli das 
Risitco peripherer und pulmonaler Odeme. Abgeseiien von der vitalen Bedrohung, die 
ein Lungenodem darstellen kann, fuhrt es aufierdem zur Verschleclitemng der nutri- 
5 tiven Sauerstoffversorgung, die durch periphere Odeme ebenfalls beeintrachtigt wird. 

Demgegenuber sind Icolloldale Volumenersatzlosungen, seien die in ihnen enthalte- 
nen Koiloide naturliclien oder syntlnetisclien Urspaings, in liirer Wirl^ung weitaus zu- 
verlassiger. Dies ist darauf zuruci<zufulnren, dass sie aufgrund ilirer kolloidosmoti- 

10 sciien Wirl<ung die zugefulirte Fiussiglceit langer im Kreislauf zuruckhalten als Kristal- 
loide und sie so vor dem Abstrom in das Interstitium sciiutzen. Andererseits geben 
kolloidale Volumenersatzlosungen in liolierem Mall als kristailoide Losungen zu un- 
erwunscliten Reaktionen Aniass. So birgt das naturliciie Kolloid Albumin, wie alle 
Blut- bzw. Plasmaderivate, das Risiko der Ansteckung mit viralen Erkrankungen; zu- 

15 satzlich kann es zu Wecliselwirkungen mit anderen Arzneimitteln, z. B. ACE- 
Inhibitoren, kommen; schlie&licli ist die Verfugbarkeit von Albumin limitiert und seine 
Verwendung als Volumenersalzmittel unverhaltnisma&ig teuer. Weitere Bedenken 
gegen den Einsatz von Albumin als Volumenersatzmittel haben ihren Grund in der 
Hemmung der endogenen Synthese von Albumin bei dessen exogener Zufuhr und in 

20 seiner leichten Extravasation. Hierunter wird der Gbertritt aus dem Kreislauf in den 
extravasalen Raum verstanden, wo es wegen des kolloidosmotischen Effekts von 
Albumin zu unenA/unschten und langanhaltenden Flussigkeitsansammlungen kom- 
men kann. 

Bei den synthetischen Kolloiden haben schwere anaphylaktoide Reaktionen und eine 
25 massive Beeintrachtigung der Blutgerinnung dazu gefuhrt, dass Dextran-Praparate 
aus der Therapie nahezu vdllig verBchwunden sind. Hydroxyethylstarke (HES)- 
Losungen besitzen zwar ebenfalls das Potential zur Auslosung anaphylaktoider Re- 
aktionen und zur Beeinflussung der Blutgerinnung, dies jedoch in geringerem Mall 
als Dextran. Schwerwiegende anaphylaktoide Reaktionen (Reaktionen der Schwere- 
30 grade III und IV) werden mit HES-Losungen - anders als mit Dextran — auBerst sel- 
ten beobachtet; und der Einfluss auf die Blutgerinnung, der den hochmolekularen 
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HES-Losungen eigen ist, konnte durch die Weiterentwicklung von HES-Losungen in 
den lelzten Jahren eriieblicli vermindert werden. Im Vergleicii mit den Gelatineldsun- 
gen, die ebenfalls als Plasmaersatzmittei Verwendung finden und die Blutgerinnung 
weitgeiiend unbeeinflusst lassen, besitzen HES-Losungen, zumindest deren hoch- 
5 und mittelmolekulare Ausfulirungsformen, den Vorzug langerer Piasmavenweildauer 
und Wirksamkeit 

EP-A-0402724 offenbart die Herstellung und Verwendung einer Hydroxyetliyistarke 
mit einem mittleren Molekulargewlclit Mw von 60000 bis 600000, einem molaren 

10 Substitutionsgrad MS von 0,15 bis 0,5 und einem Substitutionsgrad DS von 0,15 bis 
0,5- Die OfTenbamng bescfiaftigt sich mit der schnellen (6 bis 12 Stunden) und voll- 
standigen Abbaubarkeit der als Plasmaexpander einzusetzenden Hydroxyethylstar- 
ken. Explizit untersuclit wurde dabei innerhalb des bevorzugten mittleren Molekular- 
gewichtsbereichs von 100000 bis 300000 eine Hydroxyethylstarke mit einem mittle- 

15 ren Molekulargewicht von 234000. 

US-A-5,502,043 offenbart die Verwendung von Hydroxyethylstarken mit einem mittle- 
ren Molekulargewicht Mw von 110000 bis 150000, einer molaren Substitution MS 
von 0,38 bis 0,5 und einem Substitutionsgrad DS von 0,32 bis 0,45 zur Verbesserung 

2.0 der Mikrozirkulation bei peripherer arterieller Durchblutungsstorung. Daruber hinaus 
lehrt die Druckschrift den Einsatz von niedermolekularen (Mw 110000 bis 150000) 
Hydroxyethylstarken, die bedingt durch ihr niedriges Molekulargewicht die Plasma- 
viskositat niedrig halten und somit eine Verbesserung der Mikrozirkulation im Blut- 
kreislauf gewahrleisten. Abgeraten wird in dieser Schrift jedoch von dem Einsatz ho- 

25 hermolekularer Hydroxyethylstarken, wie etwa einer Hydroxyethylstarke mit einem 
Mw: 500000, da diese trotz niedriger molarer Substitution (MS=0,28) die Plasma- 
viskositat erhdhen und somit die Mikrozirkulation verschlechtem. 

Weltweit werden zur Zeit unterschiedliche HES-Praparate als kolloidale Volumener- 
30 satzmittel verwendet, die sich hauptsachlich in ihrem Molekulargewicht und daneben 
in dem AusmaR der Veretherung mit Hydroxyethyigruppen und in anderen Parame- 
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tern unterscheiden. Die bekanntesten Vertreter dieser Substanzklasse sind die sog. 
Hetastarch (HES 450/0,7) und Pentastarch (HES 200/0,5). Bel letztgenannter han- 
delt es sich urn die derzeit am weitesten verbreitete "Standard-HES". Neben dieser 
spielen HES 200/0,62 und HES 70/0,5 eine geringere Rolle. Bel den deklarierten An- 
gaben zum Molekulargewiciit handelt es sich ebenso wie bei denjenigen zu den an- 
deren Parametem urn gemittelte GroRen, wobei der Molekulargewlchisdekiaratlon 
das ly/lassenmittel (Mw) zugrunde llegt, das in Dalton (z. B. bei HES 200000) Oder 
meist verkurzt in Kilodalton (z. B. wie bei HES 200) angegeben wird. Das AusmaB 
der Veretinerung mit Hydroxyetliylgruppen wird durcli die molare Substitlon MS (z.B. 
als 0,5 wie In HES 200/0,5; MS = durctisciinittiiclnes molares Verlnaltnis von Hydro- 
xyetlnylgruppen zu Aniiydroglucoseeinlneiten) Oder durcli den Substitutionsgrad (DS 
= Veriialtnis von ein- oder nnelirfacin hiydroxyethylierten Glucosen zu den Gesamt- 
Aniiydroglucoseeinlieiten) gekennzeiciinet. Entsprecliend ilnrem Molekulargewicint 
werden die in klinischem Gebraucli befindliclien HES-Losungen in lioclimolekulare 
(450 kD), mittelmolekulare (200 - 250 kD) und niedermolekulare Praparate (70 - 130 
kD) eingeteilt. 

Was die Gerinnungseffekte von HES-Losungen angeht so ist zwischen unspezifi- 
sclien und spezifischen Einfliissen zu unterscheiden. Zu einer unspezifischen Beein- 
fiussung der Blutgerinnung kommt es aufgrund der Verdunnung des Bluts (Hamodilu- 
tion), die bei der Infusion von HES- und anderen Volumenersatzlosungen in den 
Blutkreislauf slattfindet. Von dieser Hamodilution sind auch Gerinnungsfaktoren be- 
troffen, deren Konzentrationen je nach Ausma& und Dauer der infusionsbedingten 
Verdunnung des Bluts und der Plasmaproteine absinken. Entsprechend groUe Oder 
anhaltende Effekte konnen zu einer labordiagnostisch nachweisbaren, in extremen 
Fallen zu einer kllnlsch relevanten Hypokoagulabilitat fuhren. 

Daneben kann von der Hydroxyethylstarke eine spezifische Beelnflussung der Blut- 
gerinnung ausgehen, fiir die mehrere Faktoren verantwortlich gemacht werden. So 
findet man - unter bestimmten Bedingungen bzw. mit bestimmten HES-Praparaten - 
einen Abfall der Gerinnungsproteine Faktor VIII (F VIII) und von Willebrand-Faktor 
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(vWF), der grdl&er ist ais die hamodilutionsbedingte Abnahme der Plasmaproteine im 
allgemeinen. Ob dieser starkere als zu erwartende Abfall durch eine verminderte Bil- 
dung bzw, Freisetzung von F VIII/vWF bedingt ist, eiwa durch HES-bedingte Coa- 
ting-EfFekte am Gefal^endothel Oder durcii andere IVIechanismen, ist nicht vdllig ge- 
5 klart. 

HES beeinflusst aber nicht nur die Konzentration der genannten Gerinnungsfaktoren, 
sondern offenbar auch die Funktion der Blutplattchen. Hierfiir ist ganz oder teilweise 
die Bindung von HES an die Oberfiache der Blutplattchen verantwortlich, die den Zu- 
10 tritt von Liganden an den Fibrinogenrezeptor der Plattchen hemmt. 

Diese spezifischen Wirkungen von HES auf die Blutgerinnung sind bei der Anwen- 
dung hochmolekularer HES (z, B. von HES 450/0,7) besonders ausgepragt, wahrend 
sie bei mittelmolekularer (z. B. HES 250/0,5) oder niedermolekularer HES (z. B. HES 
15 130/0,4 Oder HES 70/0,5) keine so grolie Rolle mehr spielen (J- Treib et a!., Intensive 
Care Med. (1999), S- 258 bis 268; O. Langeron et al., Anesth- Analg. (2001), S- 855 
bis 862; R-G. Strauss et al., Transfusion (1988), S. 257 - 260; M. Jamnicki eta!., A- 
nesthesiology (2000), S. 1231 bis 1237). 

20 Vergleicht man das Risikoprofil hochmolekularer HES mit dem der mittel- und nie- 
dermolekularen Praparate, so kann man bei den letztgenannten eine deutliche Re- 
duzierung der Risiken feststellen, und zwar nicht nur im Hinblick auf die Wechselwir- 
kung mit der Blutgerinnung, sondern auch im Hinblick auf bestimmte pharmakokine- 
tische Elgenschaften. So zeigen die hochmolekularen HES-Losungen eine starke 

25 Akkumulation im Kreislauf, wahrend dieser Nachteil bei mittelmolekularer HES nur in 
abgeschwachter Form und bei niedermolekularen Praparaten praktisch nicht mehr 
vorhanden ist. Dass mit niedermolekularen HES-Losungen wie mit HES 130/0,4 kei- 
ne Kumulation mehr auftritt, ist ein relevanter therapeutischer Fortschritt, well sich die 
Plasmakonzentrationen von HES in der klinischen Routine nicht bestimmen lassen 

30 und selbst extreme Konzentrationen, zu denen es mit den hochmolekularen Losun- 
gen binnen weniger Tage kommen kann, daher unentdeckt bleiben. Bei diesen ist die 
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Menge der im Kreislauf kumulierenden "Rest-HES" dem Anwender unbekannt, sie 
beeinflusst aber gleichwohl die Kinetik und das Verhalten derjenigen HES, die in Un- 
kenntnis der Im Kreislauf noch vorliandenen Mengen additiv infundiert wurde. Hoch- 
molekulare HES entsprechend dem Stand der Technik 1st in ilirer Wirkung daher 
5 nicht berechenbar; sie bleibt langer im Kreislauf als dies aus therapeutisclien Grun- 
den in den moisten Fallen erforderlicli oder enA^unscht ware und \hr metabolisches 
Schicksal ist ungeklart. 

Im Untersclnied dazu verschwindet niedemnolekulare HES innerhalb von etwa 20 bis 
24 Stunden nacli der Infusion vollstandig aus dem Kreislauf. Dadurcli werden Ober- 
10 hangeffekte vermieden und es kommt - speziell bei wiederliolter Infusion — nicht zur 
Akkumulation. Das pliarmakokinetisclie Verhalten von niedermolekularer Starke ist- 
anders als bei hochmolekularer Starke — berechenbar und lasst sich daher leicht 
steuem. Eine zu starke Belastung des Kreislaufs oder der Eliminationsmechanismen 
tritt nicht auf . 

15 

□ieses — fur sich genommen - vorteilhafte Verhalten niedermolekularer HES im Ver- 
gleich mit hochmolekularen Praparaten wird jedoch mit einer erheblich kiirzeren 
Plasmahalbwertszeit erkauft. Die Plasmahalbwertszeit von niedermolekularer HES 
betragt nur etwa die Halfte derjenigen von HES 200 oder weniger (J. Waitzinger et 

20 ah, Clin. Drug Invest. (1998) S. 151 bis 160) und liegt im Bereich der Halbwertszeit 
von Geiatinepraparaten, die als ausgesprochen kurzwirksam einz:ustufen sind. Zwar 
muss eine kurze Halbwertszeit eines Volumenersatzmittels nicht grundsalzlich von 
Nachteil sein, da sie durch oftere bzw. hoher dosierte Verabreichung des betreffen- 
den Volumenersatzmittels kompensiert werden kann. Bei schwerer oder anhaltender 

25 Hypovolamie birgt ein Volumenersatzmittel mit kurzer Halbwertszeit und kurzer Wirk- 
dauer jedoch die Gefahr unzureichender Kreislauffullung (ahnlich wie mit kristalloiden 
Losungen) bzw. - bei entsprechend hoherer Dosierung zur Kompensation dieses 
Nachteils - das Risiko interstitieiler Flussigkeitsuberladung. 

30 Vor diesem Hintergrund besteht ein Bedarf an einem Volumenersatzmittel, das sich 
einerseits durch geringe Kumulationsneigung und geringe Beeinflussung der Blutge- 
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rinnung auszeichnet (wie niedermolekulare HES), andererseits aber elne langere 
Halbwertszeit aulweist als die niedermolekularen, den kristalloiden Losungen nahe- 
stehenden HES-Losungen. 

5 Auf der Suche nach einer Hydroxyethylstarke mit solchen Eigenschaften wurde jetzt 
gefunden, dass es sehr wohl Hydroxyethylstarke fur HES-Losungen mit langerer 
Plasmaiialbwertszeit - im Vergleicli zu bekannten niedermolekularen HES-Losungen 
— gibt und diese aucli hergestellt werden konnen und zwar uberraschenderweise oli- 
ne dass diese erfindungsgemaRen hochmolekuiaren Losungen die Nacliteile bislieri- 
10 ger hochmolekularer Losungen aufweisen, wie z. B. deren Eigenscliafl:, im Kreislauf 
zu akkumulieren, Oder deren ausgepragte Hemmung der Blutgerinnung, 

Gegenstand der Erfindung in einer Ausfiihrungsform ist daher eine Hydroxyethylstar- 
ke mit einem mittleren Molekulargewicht Mw gro&er Oder gleich 500000, wobei der 
15 molare Substitutionsgrad MS zwischen 0,25 und 0,5, vorzugsweise von 0,35 bis 0,50 
ist (0,35 < MS < 0,50) und das Ca/Ce-Verhaltnis 2 bis unterhalb 8 betragt. 

Die erfindungsgema&en Hydroxyethylstarken werden durch den molaren Substituti- 
onsgrad MS beeinfiusst. Der molare Substitutionsgrad MS (molar substitution) ist 

20 definiert als die durchschnittliche Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro Anhydroglu- 
cose-Einheit (Sommermeyer et aL, Krankenhauspharmazle (1987), S- 271 bis 278). 
Der molare Substitutionsgrad kann gemass Ying-Che Lee et al. Anal. Chem. (1983) 
55, 334 und K,L, Hodges eta!., Anal. Chem (1979) 51, 2171 bestimmt werden. Eine 
bekannte Menge HES wird dabei unter Zusatz von Adipinsaure und lodsaure (HI) in 

25 Xylol einer Etherspaltung unterzogen. Das freigesetzte Ethyliodid wird anschliessend 
gaschromatographisch unter Verwenden eines internen Standards (Toluol) und ex- 
terner Standards (Ethyliodid-Eichlosungen) quantifiziert- Der molare Substitutions- 
grad MS beeinfiusst die Wirkung der erfindungsgemalSen Hydroxyethylstarken, Wird 
der MS-Wert zu hoch gewahlt, so kann dies bei Einsatz der Hydroxyethylstarken als 

30 Volumenersatzmittel zu einer Kumulationswirkung im Blutkreislauf fuhren. Wird ande- 
rerseits der MS-Wert zu niedrig gewahlt, so kann dies zu einem zu raschen Abbau 
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der Hydroxyethylstarke im Kreislauf fuhren und damit die gewunschte Dauer der 
Piasmahalbwertszeit vermindem. Als vorteilhafi: hat sich ein molarer Substitutions- 
grad MS von 0,35 bis 0.5 (0,35 < MS < 0,50), vorzugsweise 0,39 bis kleiner Oder 
glelch 0,45 (0,39 < MS < 0,45) und insbesondere ein MS-Wert von groBer 0,4 bis 
5 0,44 (0,4 < MS < 0,44) herausgestellL 

Die erfindungsgemaRen Hydroxyetfiylstarlcen gehoren zu den liolnermolekularen 
Hydroxyethylstarken und weisen vorzugsweise ein mittleres Molekulargewiclit (Mw) 
oberliaib von 600000 bis 1500000, besonders bevorzugt zwischen 620000 bis 
1200000 und insbesondere zwischen 700000 bis 1000000 auf. Die Hydroxye- 

10 thylstarken liegen herstellungsbedingt nicht als Molekular-einheitliche Substanz mit 
definiertem Molekulargewicht vor, sondem als Gemisch von Molekulen unterschiedli- 
cher Grofie, die auch verschieden durch Hydroxyethylgruppen substituiert sind. Die 
Charakterisierung solcher Gemische bedarf daher der Zuhilfenahme statistisch ge- 
nnittelter Grofien. Zur Kennzeichnung des durchschnittlichen Molekulargewichts dient 

15 daher das gemittelte Molekulargewicht (Mw), wobei die allgemeine Definition dieses 
Mittelwertes in Sommermeyer et aL, Krankenhauspharmazie (1987), S. 271 bis 278 
angegeben ist 

Die Molekulargewichtsbestimmung mittels GPC-MALLS unter Verwendung der GPC- 
Saulen TSKgel G 6000 PW, G 5000 PW, G 3000 PW und G 2000 PW (7,5 mm x 30 
20 cm), des MALLS-Detektors (DAWN-EOS; Wyatt Deutschland GmbH, Woldert) und 
des Rl-Detektors (Optilab DSP; Wyatt Deutschland GmbH, Woldert) bei einer Fluss- 
rate von 1 ,0 ml/Minute in einem 50 mM PhosphatpufFer pH 7,0 erfolgen. Die Auswer- 
tung kann mittels ASTRA-Software (Wyatt Deutschland GmbH, Woldert) durchge- 
fuhrt werden. 

25 

Bevorzugt sind solche Hydroxyethylstarken, die aus nativen oder partieli hydrolysier- 
ten Getreide- oder Kartoffelstarken erhaltlich sind. Besonders vorteilhaft ist dabei auf- 
grund ihres hohen Gehalts an Amylopektin die Verwendung der Starken aus Wachs- 
Varietaten der entsprechenden Pflanzen, sofern diese existieren (z.B. Wachsmais, 
30 Wachsreis). 
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Die erfindungsgemaRe Hydroxyethylstarke 1st femer durch das Verhaltnis der Substi- 
tution an C2 zur Substitution an Ce der Aniiydroglucose-Einheiten besclirieben. Die- 
ses Verhaltnis, das im Ralimen dieser Erfindung Buch als Ca/Ce-Verhaltnis abgel^iirzt 
wird, bedeutet das Verhaltnis der Zahl der in 2-Stellung substituierten Anhydrogluco- 
5 se-Einheiten zu der Zahl der in 6-Stellung substituierten Anhydroglucose-Einheiten 
der Hydroxyethylstarl<e. Das C2/C6-Verhaitnis einer HES l<ann durch die Menge der 
bei der Hydroxyethylierung verwendeten Natronlauge in weiten Grenzen variiert wer- 
den, wie in Tabelle 1 und 2 dargestellt ist. Je hoher die eingesetzte Menge an NaOIH 
ist, umso starl^er werden die Hydroxygruppen in 6-Stellung bei der Anhydroglucose 

10 der Starice fur die Hydroxyethylierung alctiviert. Daher nimmt das Ca/Ce-Verhaltnis mit 
steigender NaOH-Konzentration wahrend der Hydroxyethylierung ab. Die Bestim- 
mung erfolgt wie von Sommermeyer et aL, Kranl^enhauspharmazie (1987), S. 271 
bis 278, angegeben. Die Ca/Ce-Verhaltnisse betragen in der nachfolgenden Reihen- 
folge bevorzugt 3 bis unterhalb 8, 2 bis 7, 3 bis 7, 2,5 bis kleiner oder gleich 7, 2,5 bis 

15 6 Oder 4 bis 6. Das Ca/Ce-Verhaltnis stellt bei den h6hermolel<ularen HES gemaR der 
Erfindung einen weiteren Beitrag zur Losung der der Erfindung zugrundeliegenden 
Aufgaben dar. 

Die erfindungsgennaBen Hydroxyethylstari^en sind aufgrund ihrer hervorragenden 
Vertraglichkeit und ihrer guten Abbaubarlceit im menschlichen oder tierischen Orga- 
20 nismus geeignet in den unterschiedlichsten pharmazeutischen Zubereitungen einge- 
setzt zu werden. 

In einer besonderen Ausgestaltungsform weisen die erfindungsgemafien HES ein 
mittleres Molel^ulargewicht von 700000 bis 1000000, einen molaren Substitutions- 
grad MS von groBer 0,4 bis 0,44 (0,4 < MS < 0,44) und ein C2/C6-Verhaltnis von 2 bis 

25 7, vorzugsweise 3 bis 7 und insbesondere von 2,5 bis 6 auf. 

Ein weiterer Qegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstel- 
lung von Hydroxyethylstarl<e, vorzugsweise einer erfindungsgemalSen Hydroxye- 
thylstarke. Vorzugsweise umfasst das Verfahren die foigenden Schritte: 
(i) Umsetzung von in Wasser suspendierter Starke, vorzugsweise Maisstarke, 

30 besonders bevorzugt partiell hydrolysierte, sog. dunnkochende Wachsmais- 

starke, mit Ethyienoxid und 



wo 2005/082942 



PCT/EP2005/050877 



(ii) Teilhydrolysierung des erhaltenen Starkederivats mit Saure, vorzugsweise 
Saizsaure, bis zum gewunschten mittleren Molekulargewichtsbereich der 
Hydroxyethylstarke. 

Fur die Herstellung der erfindungsgemaBen Hydroxyethylstarken eigenen sich prin- 
5 zipiell alle bekannten Starken, vor allem native Oder partiell hydrolysierte Starken, 
vorzugsweise Getreide- oder Kartoffeistarken, insbesondere solclie mit einem hohen 
Gehalt an Amylopektin. In einer besonderen Ausfujirungsfomi des erfindungsgema- 
Ben Verfalirens werden Starken aus Wachs-Varietaten, insbesondere Waclismais 
und/oder Waclisreis, eingesetzt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die 

10 Herstellung der HES durch Umsetzung von in Wasser suspendierter Getreide- 
und/oder Kartoffelstarke, vorzugsweise dunnkochender Waclismaisstarke mit Etliy- 
lenoxid- Vorteilhaft wird die Realction durch Zugabe von Alkalisierungsmittein, vor- 
zugsweise Aikalimetallliydroxiden, beispielsweise Natriumliydroxid oder Kalium- 
hydroxid katalysiert. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 

15 Verfahrens wird der in Wasser suspendierten Starke daher zusatzlich Aikalisie- 
rungsmittel, vorzugsweise NaOH, zugesetzt. Der suspendierten Starke wird das Al- 
kalisierungsmittel vorteilhafterweise in einer Menge zugesetzt, so dass das molare 
Verhaltnis von Aikalisierungsmittel zu Starke groBer als 0,2, vorzugsweise 0,25 bis 1 , 
insbesondere 0,3 bis 0,8 ist Durch das Verhaltnis von Ethylenoxid zu Starke wah- 

20 rend des Hydroxyethylierungsschrittes kann dabei der molare Substitutionsgrad, d.h. 
das molare Verhaltnis von Hydroxyethylgruppen zu Anhydroglucoseeinheiten uber 
den gewunschten MS-Bereich beliebig gesteuert werden. Bevorzugt erfolgt die Um- 
setzung zwischen Ethylenoxid und suspendierter Starke in einem Temperaturbereich 
zwischen 30 und 70, vorzugsweise zwischen 35 und 45 ^'C. Oblicherweise erfolgt 

25 nach der Umsetzung die Entfemung gegebenenfalls vorhandener Restmengen des 
Ethylenoxids. Im Anschluss an die Umsetzung erfolgt in einem zweiten Schritt eine 
saure Teilhydrolyse der derivatisierten Starke. Unter Teilhydrolyse ist dabei die Hyd- 
rolyse der alpha-glykosidisch miteinander verknupften Glucosebausteine der Starke 
zu verstehen. Prinzipiell lassen sich fur die saure Hydrolyse alle dem Fachmann ge- 

30 laufigen Sauren einselzen, bevorzugt sind jedoch Mineralsauren, insbesondere Salz- 
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saure. Die Hydrolyse kann auch enzymatisch erfolgen, wobei handelsubliche Amyla- 
sen Verwendung finden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das erfindungsgemalie Ver- 
fahrBn zusaitzlich die Schritte (ill) der Sterilfiltration und gegebenenfalls (iv) der Ultra- 
5 filtration. Werden in dem erfindungsgemaBen Verfahren die vorbeschriebenen Filtra- 
tionen durchgefuhrt, so wird die saure Teilhydrolyse der Roh-HES bis zu einem mitt- 
leren Molekuiargewicht vorgenommen, das sich etwas unterlialb des gewunscliten 
Zieimoiekulargewichts befindet. Durcii die Ultrafiltration konnen niedermolekulare 
Reaktionsnebenprodukte, vor aliem Etiiylenglykol, entfemt werden, wobei das mittle- 
10 re Molekuiargewicht aufgrund der Eliminierung eines Teiis der niedermolekularen 
HES-Fralction leicht ansteigt. 

Vorzugsweise werden die aus dem Herstellverfahren hervorgehenden Losungen an- 
schlieBend auf die gewunschte HES-Konzentration verdunnt, durch Salzzusatz auf 
den gewunschten osmotischen Druck eingestellt, steril filtriert und in geeignete Be- 
15 iialtnisse abgefullt. Gegebenenfalls kann eine Sterilisation, bevorzugt durch ge- 
spannten Wasserdampf erfolgen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorllegenden ErTindung ist daher eine pharmazeutische 
Zubereitung enthaltend eine oder mehrere erfindungsgemaBe Hydroxyethylstarke(n). 
Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zubereitung kann prinzipiell in jeder erdenk-- 

20 lichen galenischen Darbietungsform bereitgestellt werden. In einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform der vorllegenden Erfindung konnen die erfindungsgemaBen pharma- 
zeutischen Zubereitungen intravends Injiziert oder Infundiert werden. Bevorzugt lie- 
gen die pharmazeutischen Zubereitungen daher als wassrige Losung oder als kolloi- 
dale wassrige Losung vor. Vorzugsweise enthalten die Zubereitungen die erfin- 

25 dungsgemaBen Hydroxyethylstarken in einer Konzentration von bis zu 20, wetter be- 
vorzugt von 0,5 bis 15, besonders bevorzugt von 2 bis 12, insbesondere von 4 bis 
10, beispielsweise 6 %. 

Die Mengenangaben erfolgen, wenn nicht anders angegeben in %, das im Rahmen 
der vorllegenden Erfindung gleichzusetzen ist mit g/100 ml Losung. 

30 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalten die erTindungsgemaBen pharmazeuti- 
schen Zubereitungen zusatzlich Natriumchlorid, vorzugsweise 0,6 bis 2 %, beson- 
ders bevorzugt 0,9 %. Eine 0,9 prozentige Losung von Natriumchlorid in Wasser wird 
auch als physiologlsche Kochsalzldsung bezeichnet. Sie weist den gleiciien osmotl- 
5 schen Druck wie das Blutserum auf und ist daher als isotonisclie Losung zur intrave- 
nosen Injektion oder Infusion geeignet. Zur Isotonisiemng konnen aucli alle anderen 
osmctisch wirksamen Substanzen verwendet warden, soweit sie physiologisch un- 
bedenklicli und gut vertraglich sind wie z. B. Glucose, Glucoseersatzstoffe (Fructose, 
Sorbite Xylit) oder Glycerin. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform konnen 

10 die pharmazeutischen Zubereitungen zusatzlich weitere plasmaadaptierte Elektrolyte 
enthalten- Die Herstellung solcher isotoner Zubereitungen ist dem Fachmann be- 
kannt. Ein Beispiel fur eine isotone Losung mit plasmaadaptierten Elektrolyten ist die 
sogenannte Tyrode-Losung. Sie enthalt 0,8 g NaCl, 0,02 g KCI, 0,02 g CaCla, 0,01 g 
MgCb, 0,005 g NaH2P04, 0,1 g NaHCOa und 0,1 g Glucose in 100 ml destilliertem 

15 Wasser, Ein weiteres Beispiel ist die sogenannte Ringer-Losung, die 0,8 % Natrium- 
chlorid, 0,02 % Kaliumchlorid, 0,02 % Galciumchlorid und 0,1 % Natriumhydrogen- 
carbonat aufweist. Hierbei konnen selbstverstandlich auch die Anionen der Elektroly- 
te durch metabolisierbare Anionen ausgetauscht werden, so kann beispielsweise in 
der Ringer-Losung das Natriumhydrogencarbonat durch 0,3 oder 0,6 % Natriumlactat 

20 ersetzt werden. Eine entsprechende Elektrolytzusammensetzung bzw. -losung ist 
dem Fachmann als "Ringer-Lactat" bekannt- Weitere metabolisierbare Anionen, die 
allein oder in Kombination Verwendung finden konnen, sind Acetat (z-B. "Ringer- 
Acetat") Oder Malat. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der ErTindung konnen die pharmazeutischen Zu- 
25 bereitungen auch als hypertone Losungen vorliegen. Hypertone Losungen sind sei- 
che mit einem hoheren osmotischen Druck als das menschliche Blut. Die Applikation 
hypertoner pharmazeutischer Zubereitungen kann bei bestimmten Krankheitsbildem 
vorteilhaft sein. Der erforderiiche hohe osmotische Druck hypertoner Losungen wird 
durch Zugabe entsprechender Mengen osmotisch wirksamer Substanzen eingestellt, 
30 z-B. durch Natriumchlorid, das zu diesem Zweck in Konzentrationen bis 7,5 % und 
mehr venwendet werden kann. 
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Zur Vermeidung und Reduzierung der Gefahr von Infektionen werden die erfin- 
dungsgemaften pharmazeutischen Zubereitungen vorzugsweise sterilfiltriert Oder 
hitzesterillslert. Zwecks Sterilfiltration erfindungsgemaUer wassriger oder kolloidaler 
wassriger pharmazeutischer Zubereitungen eignen sich insbesondere feinporige Fil- 
5 terkartuschen, wie sie beispielsweise unter dem Markennamen SARTPORE von der 
Firma Sartorius zur Verfugung gestellt werden. Geeignet sind beispielsweise solclie 
Filterkartuschen mit einem Porendurchmesser von 0,2 pm. Die erfindungsgemaRen 
piiarmazeutischen Zubereitungen konnen dariiber liinaus hitzesterilisiert werden, 
ohne dass es zu einer Beeintracfitigung der Hydroxyethylstarken kommt. Vorzugs- 

10 weise wird die Hitzesterilisation bei einer Temperatur oberhalb von 100 ''C, beson- 
ders bevorzugt zwischen 105 und 150 ''C, Insbesondere zwisclien 110 und 130 
beispielsweise 121 °C uber einen Zeitraum von bis zu 30 Minuten, vorzugsweise bis 
zu 25 Minuten, insbesondere zwisclien 1 8 und 22 Minuten durchgefuhrt. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die pharmazeutisciie Zubereitung ein Vo- 

15 lumenersatzmittel- Volunnenersatzmitl:el finden ihren Einsatz beim Ersatz intravasaler 
Fliissigkeit in tierischen und menschlichen Organismen. Volumenersatzmittel finden 
insbesondere bei der Propliylaxe und Therapie der Hypovolanmie ihren Einsatz, Es Ist 
dabei unbedeutend, ob die Hypovolamie aus dem unmittelbaren Veriust von Blut 
bzw. Korperflussigkeiten resultiert, wie beispielsweise bei akuten Blutungen, Trau- 

20 men, Operationen, Verbrennungen, usw, oder aus Verteilungsstorungen zwischen 
Makro- und Mikrozirkulation, wie beispielsweise bei der Sepsis oder aus einer Vaso- 
dilatation, wie beispielsweise bei der Einleltung der Anasthesie. Die Volumenersatz- 
mittel werden dabei welter unterteilt in die sogenannten Plasmaersatzmittel und die 
sogenannten Plasmaexpander. Bel den Plasmaersatzmittein entspricht das intrava- 

25 sal appiizierte Volunnen des Mittels auch dem Volumen, das den Gefa&en zugefuhrt 
wird. Bei den Plasnnaexpandern hingegen ist das intravasal appiizierte Flussigkeits- 
volumen des Expanders geringer als das den Gefal&en real zugefuhrte Volumen. 
Dieses Phanomen liegt darin begrundet, dass durch den Einsatz von Plasmaexpan- 
dem das onkotische Gleichgewicht zwischen Intra- und Extravasalraum gestort wird 

30 und zusatzliches Flussigkeitsvolumen in das zu behandelnde GefaKsystem aus dem 
extravasalen Raum einstromt. 



wo 2005/082942 



PCT/EP2005/050877 



Plasmaexpander unterscheiden sich von den Plasmaersatzmittein im Wesentlichen 
dadurch, dass die Konzentration der enthaltenen erfindungsgemaRen Hydroxye- 
thylstarken erhoht ist und/oder die Konzentration der jeweiligen Elektrolyte ein onko- 
tisches und/oder osmotisches Ungleichgewiclit liervorrufen. 
5 Die erflndungsgemaRe pharmazeutische Zubereitung kann femer elnen pharmazeu- 
tisclien Wirkstoff Oder Wirkstoffkomblnationen enthalten und so als Medium zur Ver- 
abreichung der darin gelosten Wirkstoffe, insbesondere durch Injektion und Infusion 
dienen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung elner erfin- 

10 dungsgemalSen pliarmazeutischen Zubereitung zur Herstellung eines Volumener- 
satzmittels Oder eines Piasmaersatzmittels Oder eines Plasmaexpanders. 
Die erfindungsgemaRen pharmazeutisclien Zubereitungen konnen besonders bevor- 
zugt als Volumenersatzmittel oder Plasmaersatzmittel oder Plasmaexpander ver- 
wendet werden. Bevorzugt dienen die pliarmazeutisclien Zubereitungen der Auf- 

15 recliterhaltung der Normovolamie. Die Auftrechteriialtung der Normovolamie ist von 
besonderer Bedeutung fur die hamodynamische Stabilitat, die einen entschieidenden 
Einfluss auf den mensciiiicfien oder tierischen Organismus, beispielsweise bezuglich 
des Blutdrucks, der Diureserate oder der IHlerzfrequenz iiat. Urn die Aufrecliterlial- 
tung der Normovolamie moglichst schnell nach einem intravasalen Fliissigkeitsver- 

20 lust zu kompensieren, haben sich die erfindungsgemaRen pharmazeutischen Zube- 
reitungen als besonders vorteilhaft erwiesen, da sie im Vergleich zu den im Stand 
der Technik bekannten Plasmaersatzmittein, speziell niedermolekularen HES- 
Losungen, wie z.B- HES 1 30/0,4, eine verlangerte Plasmahalbwertszeit aufwelsen, 
insbesondere in der entscheidenden Phase unmittelbar nach der Infusion. Vorteilhaft: 

25 sind die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zubereitungen insbesondere auch 
deshalb, da uberraschenderweise gefunden wurde, dass bei Verwendung der Zu- 
sammensetzungen die Blut- und/oder Plasmaviskositat im Unterschied zu der in US 
5,502,043 fiir hochmolekulare HES getroffenen Aussage nicht ansteigt und da die 
Blutgerinnung weniger gehemmt wird als mit anderen hochmolekularen Zubereitun- 

30 gen. Dass die Plasmaviskositat uberraschenderweise nIcht ansteigt, sorgt dabei e- 
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benfalis fur eine Verbesserung der Mikrozirkulation sowie zu einer verbesserten 
nutritiven Sauerstoffversorgung der Gewebe. 

Ein weiterer Gegenstand ist die Verwendung der erfindungsgema&en pharmazeuti- 
5 schen Zubereitung zur Aufrechterhaitung der Normovolamie und/oder zur Verbesse- 
rung der Makro- und Mikrozirkulation und/oder zur Verbesserung der nutritiven Sau- 
erstoffversorgung und/oder zur Stabilislerung der Hamodynamik und/oder zur Ver- 
besserung der Volumenwirksamkeit und/oder zur Verringerung der Piasmaviskositat 
und/oder zur Erhohung der Anamietoleranz und/oder zur Hamodilution, insbesondere 
10 zur tiierapeutischen Hamodilution be! Durchblutungsstorungen und arteriellen, spe- 
ziell peripheren arteriellen, Verschlusskrankheiten. 

Die erTindungsgema&en pharmazeutischen Zubeneitungen oder die erfindungsge- 
mal^e Hydroxyethylstarke werden vonzugsweise zur Herstellung von Medikamenten, 

15 insbesondere fur Medikamente zur Aufrechterlialtung der Normovolamie und/oder 
zur Verbesserung der Makro- und Mikrozirkulation und/oder zur Verbesserung der 
nutritiven Sauerstoffversorgung und/oder zur Stabilislerung der Hamodynamik 
und/oder zur Verbesserung der Volumenwirksamkeit und/oder zur Verringerung der 
Piasmaviskositat und/oder zur Erhohung der Anamietoleranz und/oder zur Hamodilu- 

20 tion, insbesondere zur therapeutischen Hamodilution bei Durchblutungsstorungen 
und arteriellen, speziell peripheren arteriellen, Verschlusskrankheiten verwendet. 

Daruber hinaus werden die erTindungsgema&en pharmazeutischen Zubereitungen 
Oder die erfindungsgemaBen Hydroxyethylstarken vorteilhafterweise in Verfahren zur 

25 Behandlung der Aufrechterhaitung der Normovolamie und/oder Verbesserung der 
Makro- und Mikrozirkulation und/oder Verbesserung der nutritiven Sauerstoffversor- 
gung und/oder Stabilislerung der Hamodynamik und/oder Verbesserung der Volu- 
menwirksamkeit und/oder Verringerung der Piasmaviskositat und/oder Erhohung der 
Anamietoleranz und/oder Hamodilution, insbesondere therapeutischen Hamodilution 

30 bei Durchblutungsstorungen und arteriellen, speziell peripheren arteriellen, Ver- 
schlusskrankheiten eingesetzt. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, umfassend in ge- 
trennter Form 

(i) eine erfindungsgemafie Hydroxyethylstarke, 
5 (ii) eine sterile Salz-Losung, vorzugsweise Natriumchlorld-Losung, und gegebe- 

nenfalls 

(iii) einen pharmazeutischen Wirkstoff oder eine Wirkstoffkombination. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfomn w^ist das erfindungsgemaBe Kit die Einzel- 
10 konnponenten (i), (ii) und gegebenenfalls (iii) in getrennten Kammern in einem Mehr- 
kammerbeutel auf, wobel sowohl alle Komponenten getrennt, wie auch bestimmte 
Komponenten, z.B- (i) und (ii), in einer Kammer gemeinsann vorliegen konnen. 

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele naher erlautert. 

15 

Herstellungsbeispiele fiir HES-RohstofFe 

Beispiel 1: Herstellung von HES-Roh3toffen mit identischenn MS und Ca/Ce- 
20 Verhaltnis, aber unterscliiedlichen Moleku largewiciiten 

Die im experimentellen Toil beschriebenen HES-Spezies fur die in vivo- 
Untersucliungen wurden aus einem einzigen Reaktionsansatz durch fraktionierte 
Hydrolyse hergestellt. Zu diesem Zweck wurde wle folgt verfahren. 30 kg dunnko- 

25 chende Wachsmaisstarke wurden in 52.2 kg WFI (Wasser fur Injektionszwecke) bei 
Raumtemperatur unter starkem Ruhren suspendiert. Um die Starke optimal zu hydra- 
tisieren, wurde die Suspension anschliei^end durch Erhitzen auf mindestens SS^C 
verkleistert. Nach mehrmaliger Inertisierung der Suspension mit Stickstoff mittels 10 
minutiger Durchleitung von Stickstoff und nachfolgender Evakuierung mittels Vakuum 

30 wurde die Starke durch Zugabe von 5,1 kg NaOH aktiviert, Anschliefiend wurde 
4,159 kg gekiihites Ethylenoxid in flussiger Form in den Reaktor geleitet und die 
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Temperatur langsam auf 40 erhoht und die Reaktionsmischung 2 Stunden unter 
fortgesetztem Ruhren bei dieser Temperatur belassen. Nicht umgesetztes Ethylen- 
oxid wurde durch mehrmaliges Inertisieren wie oben beschrieben aus dem Reakti- 
onsansatz entfemt Aus dieser Roli-HES wurden dann durch schrittweise saure IHlyd- 
5 rolyse 3 HES-Praparate mit identlschem Mw und C2/C6-Verlialtnis, aber unterschied- 
lichem Mw hergestellt. Zur Reduktion des Molekulargewichtes wurde die Losung mit 
20 %iger HCI auf pH 2,0 eingestellt, auf 75 ± 1 °C aufgelieizt und solange bei dieser 
Temperatur belassen, bis das mittlere Molekulargewiclit Mw des IHES-Kolloids, be- 
stimmt mittels GPC-MALLS, auf 865 kD abgesunken war. Ein Drittel des Hydrolyse- 

10 ansatzes wurde dem Realctor entnommen und sofort auf eine Temperatur von unter 
50 *'C abgekiililt. Nacfi Entfarbung der Losung durch Ald;ivkohlebehandlung wurde 
die Losung mittels handelsublicher VorTilter und Steriifilter filtriert und nach Verdun- 
nung auf 12 % durch Ultrafiltration (UF) aufgereinigt. Dazu wurden Polyethersulfon- 
Membranen der Firma Millipore mit einem cut-off von 1 0 kD verwendet. Im Lauf der 

15 UF steigt das Mw aufgrund der teilweisen Elimination der niedermolekularen HES 
Fraktion etwas an. Dieser Anstieg ist abhangig vom Ausgangs-Mw der Kolloidprapa- 
ration, vor allem aber vom deklarierten cut-off der eingesetzten UF-Membran und der 
eingesetzten UF-Membran-Charge. Um ein gewijnschtes Zielmolekulargewicht nach 
UF zu erzielen, muss der Mw-Shift wahrend der UF vorab mit der vorhandenen UF- 

20 Membran-Charpe experimentell ermittelt werden. Zu beachten ist ebenfalls, dass 
vom Zeitpunkt der Probenentnahme zur Bestimmung des Mw wahrend der sauren 
Hydrolyse bis zum Voriiegen des ermittelten Mw-Wertes die Hydroiyse weiter voran- 
schreitet Daher ist die Abnahme des Mw uber die gesamte Hydrolysedauer syste- 
matisch zu erfassen und durch Extrapolation des Mw uber die Zeit der Zeitpunkt ab- 

25 zuschatzen, bei dem das Ziel-Mw erreicht sein wird. Zu diesem extrapolierten Zeit- 
punkt wind die Hydrolyse dann abgebrochen. Der nach Entnahme des ersten Drittels 
verbliebene Hydrolyseansatz wurde in der Zwischenzeit so lange weitergefahren, bis 
das mittlere Molekulargewicht Mw auf 460 kD abgesunken war. AnschlieQend wurde 
das zweite Drittel genauso aufgearbeitet wie das erste Drittel. Das verbleibende Drit- 

30 tel wurde parallel dazu bis zu einem Mw von 95 kD weiterhydrolysiert und dem glei- 
chen Aufarbeitungsverfahren unterzogen wie die beiden anderen Teilansatze. Aus 
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Teilansalz 1 war HES 900/0,42 (C^/Ce-Verhaltnis = 4,83), aus Teilansatz 2 HES 
500/0,42 (Ca/Ce-Verhaltnis = 4,83) und aus Teilansalz 3 HES 130/0,42 (Ca/Ce- 
Verhaltnis = 4,83) zuganglich. 

5 Nach Beendigung der Ultrafiltration wurde die Koiloidkonzentration auf 6 % und der 
pH-Wert auf 5,5 eingestellt, die Losung durch Zusatz von NaCI isotonisiert, In Glas- 
flaschen a 500 ml abgefiilit und 20 Minuten bei 121 °C sterilisiert. 

Beispiel 2: Herstellung weiterer HES-Rolistoffe 

10 

Um HES-Kollolde mit anderen molaren Substitutionsgraden und C2/C6-Verhaltnissen 
zu erzeugen, wurde eine Reihe weiterer Experimente in der gleichen Ansatzgrdsse 
durchgefiilirt, wobei die Menge an Ethylenoxid entsprecPiend variiert wurde. Ausser- 
dem wurde die saure Hydrolyse beim Erreichen unterschiedliclier Mw (Ziel-Mw) ab- 
15 gestoppt Diese Experimente sind in der nachfolgenden Tabelle 1 zusammenfassend 
dargestellt: 



Tabelle 1 





Bsp. 1 


Bsp. 2 


Bsp. 3 


Bsp. 4 


Bsp. 5 


Reaktionsbedingungen 












Starke (kg) 


30,0 


30,0 


30,0 


30,0 


30,0 


WFI (kg) 


52,0 


52,0 


52,0 


52,0 


52,0 


NaOH 50 % (kg) 


9,5 


4,7 


4,7 


9,5 


4,7 


Ethylenoxid (kg) 


4,0 


3,6 


4,4 


4,5 


3,8 


Ziel-Mw (nach saurer 
Hydrolyse) (kDa) 


1500 


990 


885 


770 


665 


HES-Charakteristik 












MS (mol/mol) 


0,39 


0,40 


0,45 


0,46 


0,42 


Mw nach UF (kDa) 


1520 


1050 


915 


795 


710 


C2:C6-Verhaltnis 


2,3 


6,0 


5,9 


2,2 


6,1 



20 
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Belsplel 3: Elnfluss des molaren Verhaltnlsses von NaOH zu Starke wahrend der 
Hydroxyethylierung auf das C2/C6-Verhaltnis 

Urn die Steuerbarkelt des Ca/Ce-Verhaltnisses durch das molare Verhaltnis von 
5 NaOH zu Anhydroglucoseelnhelten der Starke aufeuzelgen, wurden 30 kg dunn- 
kochende Wachsmaisstarke mit unterschiedlichen Mengen NaOH versetzt und mit 
Ethylenoxid bei 40°C umgesetzt. In Tabelle 2 sind die eingesetzten Mengen an 
Reagenzien und die C2/C6-Verhaitnisse sowie das MS der durch diese Reaktion 
gewonnenen HES-Produkte aufgefiihrt. Wle zu erkennen, nimmt das C^/Cer 

10 Verliaitnis mit steigendem Verhaltnis NaOH vs, Starke ab. Dies ist darauf zu- 
ruckzufuhren^ dass die basenkatalysierte Hydroxyethylierung der Starke bei 
niedriger NaOH-Konzentration bevorzugt an den Hydroxyethylgruppen in 2- 
Position der Anhydroglucoseeinheiten erfolgt, die am reaktivsten sind. Durch ho- 
here NaOH-Konzentrationen werden auch die per se weniger reaktiven Ce- 

15 Hydroxygruppen genugend stark aktiviert, um effizient hydroxyethyliert zu wer- 
den. 



Tabelle 2: Steuerung des C2/C6- Verba Itnisses wahrend der Hydroxyethylierung 



Versuch 


WFI 

[kg] 


Starke 

[kg] 


NaOH 

(50 Gew.-%) 
[kg] 


Molares 
Verhaltnis 
NaOH vs. 
Starke 


Ethylen- 
oxid 
[kg] 


MS 


C2/C6 


# 1 


50 


30 


1,5 


0,1 


4,0 


0,4 


12 


# 2 


50 


30 


4,5 


0,3 


.3,8 


0,4 


7 


# 3 


50 


30 


11,1 


0,75 


4,4 


,04 


3 



20 
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Herstellungsbeispiele fiir HES-Fertigprodukte 

In der nachfolgenden Tabelle 3 sind die Rezepturen fiir die Heretellung verschiede- 
ner HES-Losungen aufgefulirt. Die HES wurde als HES-Konzentrat nach der Ultrafilt- 
5 ration eingesetzt. Die Menge an HES-Konzentrat, die zur Herstellung einer 6%igen 
bzw. 10%igen HES Losung benotigt wurde, wurde dabei durcli Dreisatzreclinung 
bestimmt. Eine andere Mogiichkeit bestelit darin spruhgetrocl<nete HES zu verwen- 
den, was fiir den Fachmann, der mit einem Spruliturm ausgeriistet ist, l<eine Schwie- 
rigkeit darstellt Die verwendete HES hatte ein Molekulargewicht von 900 kD und ein 
10 MS von 0,42. 

In einen 200 I Ansatztank wurden jeweils die benotigte Menge an HES-Konzentrat 
und die in der Tabelle angegebenen Mengen der Saize und NaOH-Losung eingewo- 
gen und die SaIze unter Ruhren gelost Nach pH-Einstellung der Losungen 1 , 4, 5, 7 
15 und 8 auf 5,5 und der Losungen 2, 3, 6 auf 6,0 wurde soviel Wasser fiir Injektions- 
zwecke (WFI) zugegeben, dass die theoretischen Na-Konzentrationen gemass Spe- 
zifikation erreicht wurden. 

Wie es dem Fachmann ohne weiteres ersichtlich ist, konnen durch Anderung der 
20 Einwaage der aufgefiihrten wirksamen Bestandteile bzw. Hilfsstoffe sowie durch das 
Weglassen oder Hinzufugen weiterer Substanzen die Rezepturen in weiten Grenzen 
variiert und bei Verwendung anderer HES-Spezies auch mit diesen entsprechende 
Losungen hergestellt werden. 
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Tabelle 3 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


Herstellungsrezepturen 


HEs m 


60 


60 


60 


60 


100 


100 


100 


1O0 


NaCI [g/l] 


9,00 


6,369 


17.37 


100,0 


9,00 


6,369 


30,00 


60,00 


KCI [g/l] 


0 


0,373 


0,373 


0 


0 


0.373 


0 


O 


Mgaa [g/l] 


0 


0,203 


0,203 


0 


0 


0.203 


0 


O 


CaCb [g/l] 


0 


0,294 


0,294 


0 


0 


0.294 


0 


O 


Na-Acetat 

[g/l] 


0 


5,032 


5.032 


0 


0 


5.032 


0 


O 


Analysenergebnisse der Losungen 


HES [%] 


6,0 


6,1 


6.0 


5,9 


10,0 


10,1 


9,9 


10,0 


Na [mM] 


153,9 


146,1 


334,3 


1711 


153,7 


146,0 


512,5 


1026 


K[mM] 


0 


6,1 


5,0 


0 


0 


5,0 


0 


O 


Mg [mM] 


0 


1,0 


0.9 


0 


0 


1.0 


0 


O 


Ca [mM] 


0 


2,1 


2.0 


0 


0 


2,0 


0 


O 


CI [mM] 


154,8 


120,2 


308.5 


1712 


154,8 


120,1 


513,7 


1028 


Acetat [mM] 


0 


37,0 


37,0 


0 


0 


37,0 


0 


O 


pH 


5.5 


6,0 


5,9 


5,3 


5,4 


6,1 


5,4 


5,5 



Messmethoden der Ariwendungsbeispiele 

5 

Im Folgenden werden die MeBmethoden beschrieben, mit denen die Blut- und 
Plasmaproben untersucf^t wurden. 

Nativblutmessungen: 
10 Mit Citrat versetzte Blutproben wurden im Labor wie folgt behandelt: 

Eine Probe wurde sofort fur die Blutvislcosiatsmessung verwendet (Rlieostress® 1, 
Thermo-Haake, Karlsruhe, Deutschland) bel linear ansteigenden Sclierraten von 1 - 
240 pro Sekunde. Die Viskositat wurde bei Scherraten von 1 pro Sekunde und 128 
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pro Sekunde untersucht- Vor der Thromboelastograph® Analyse (TEG®, Haemosco- 
pe Corporation, NHes, Illinois) wurden die Blutproben fur eine Stunde in einenn 37 °C 
warmen Wasserbad inlcubiert. Die Blutrekalzifizierung und die TEG®-Messungen 
wurden entsprecliend der Herstelleranleitung durchgefuhrt. Bestimmt wurde der Ko- 
agulationsindex (CI), der mehrere Partialfunktonen der Thrombelastographie zu- 
sammenfast. 



Plasma-Messungen: 

Die Blutproben wurden fur 15 Minuten bei 4 °C und 3000 U/min, zentrifugiert (Rota- 
10 na/RP, Hettich, Bach, Schweiz). Die Plasmaviskositat wurde entsprechend, wie be- 
relts fur die Blutbestimmung besclirieben, gemessen. 

Die Prothrombin-Zeit (PT) und die aktivierle partielle Tliromboplastin-Zeit (aPTT) 
wurden mittels eines automatisctien Koagulations-Analyzers (BCS, Dade Behring, 

15 Marburg, Deutscliland) mit Hilfe eines PT-Reagenzes, entlialtend einen rekombinan- 
ten Gewebefaktor (Innovin®, Dade Behring) und einem aPTT-Reagenz, enthaltend 
Ellagsaure (Actin FS®, Dade Behring) bestimmt- PT-Werte wurden in INR-Werte, ba- 
sierend auf den ISI-Werten, die vom Hersteller geliefert wurden, uberfiihrt. Die funk- 
tionelle Aktivitat des von-Willebrand-Faktors (vWF) wurde bestimmt mittels eines 

20 kommerziellen Ristocetin-Cofaklor-Assays (vWF RCA, Dade Behring) in einem au- 
tomatisierten Koagulations-Analyzer (BCS, Dade Behring). Die vWF-Aktivitat wurde 
ermittelt anhand der Fahigkeit menschliche Thrombozyten in Gegenwart von Risto- 
cetin zu agglutinieren. Die Agglutination wurde anhand von Triibheitsmessungen 
durch den Koagulations-Analyzer bestimmt- Antigen-vWF wurde nachgewiesen 

25 durch ein kommerzielles ELiSA-Kit (Asserachrom vWF antigenic, Roclie Diagnostics, 
Rotlcreuz, Sdhweiz) entsprechend der Herstelier-Anleitung. 

Die HES-Konzentralion wurde nach Extralcfion aus dem Blutplasma und Hydrolyse 
zu Glucosemonomer-Einheiten quantifizlert (H. Forster et a!., Infusionstherapie 1981; 
30 2: 88-94). Die Plasma-Proben (1 ml) wurden bei 100 "C fur 60 Minuten inlcubiert, 
nachdem ihnen 0,5 ml KOH-Losung 35 %ig (w/w) {F\uka, Buchs, Schweiz) zugege- 
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ben wurde. Die HES wurde durch Zugabe von 10 ml eiskaltem absoluten Ethanol 
(Fluka, Buchs, Schweiz) zum Oberstand der Reaktionsmischung ausgefallt und an- 
schlieBend durch Saurehydrolyse in 2 N HCI (Fluka, Buchs, Schweiz) fiir 60 Minuten 
bei 100 °C hydroiisiert. Die Glucosebestimrmung erfolgte durch Einsatz eines Enzym- 
5 Testkits basierend auf Hexokinase/Glucose 6-phosphatase (Boehringer i\/lannheim, 
Darmstadt, Deutschland). 

Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter erfolgte unter Annahme eines 
Zwei-Kompartiment-Modells mit konstanter Infusionsrate unter Verwendung der tat- 
10 sachlichen Dosierungen und [nfusionsdauiem (WinNonlin, Version 4.1, Pharsight 
Corp, Mountainview, CA). 

Statistische Analyse: 

Die Werte werden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die beiden 
15 HES-Losungen mit hohem Molekulargewichit (500 und 900 kD) wurden verglichen mit 
der niedrigmolekuiaren (130 kD) Losung mittels des JMP 5.1 Statistikpakets (SAS 
Institute, Inc, Cary, NC). Die Wechselwirkuing von Losungs- und Zeiteffekten wurde 
mittels zweiseitiger ANOVA-Analyse und u titer Berucksichtigung der Korrektur nach 
Bonferroni gepruft. Fur die statistische Analyse der pharmakokinetischen Parameter 
20 wurde der t-Test fur ungepaarte Daten naah Student verwendet. Ein p < 0,05 wurde 
als statistisch signiflkant gewertet. 

Anwendungsbeispiele 

25 Fur die nachstehend beschriebenen in vivo-Experimente wurden erfindungsgemafle 
Hydroxyethylstarken mit mittleren Molekulargewichten (Mw) von 500000 und 900000 
Dalton und identischer molarer Substitution (MS = 0,42) und identischem C2/C6- 
Verhaltnis (4.83) (nachfolgend in den Anwsndungsbeispielen als HES 500/0,42 bzw. 
HES 900/0,42 bezeichnet) verwendet (siehe Herstellungsbeispiel fur HES- 

30 Rohstoffe). Beide Hydroxyethylstarken (HES 900/0.42 und HES 500/0,42) wurden in 
0,9 %iger Kochsalzlosung in einer Konzeni;ration von 6 % aufgeldst, unter Verwen- 
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dung von 0,2 [xm Filterkartuschen (Sartpore; Sartorius), sterilfiltriert, in Glasflaschen 
abgefullt und 15 Minuten bei 121 hitzesterilisiert. Als Vergleichsldsung diente eine 
niedermolekulare Hydroxyethylstarke (Mw = 130000 Dalton) mit identischem MS und 
C2/C6-Verhaltnis (nachfolgend in den Anwendungsbeispielen als HES 130/0,42 be- 
5 zeichnet), die ebenfalls in 6 %iger Konzentration in 0,9 % Kochsalzldsung vorlag. 
Wie beschrleben wurde sle aus dem gleiciien Reaktlonsansaiz wie die erflndungs- 
gemafien hochmolekularen Starken erhalten, von denen sle sich infolgedessen nur 
dutch das Molekulargewiciit unterschied. 

10 Untersuchung der Plasmaelimination und des Einflusses aufdie Blutgerinnung 

30 Schweine wurden in 3 Kohorten zu jeweils 1 0 Tieren randomislert. Die eine Ko- 
liorte ertiielt eine intravenose Infusion von HES 900/0,42, die andere eine Infusion 
von HES 500/0,42 und die dritte eine Infusion von HES 130/0,42 als Vergleich, In 
alien Fallen betrug die Dosis 20 ml/kg KG der jeweils 6 %igen HES-Losungen, und 

15 die Infusion dauerte 30 Minuten. Fur die Infusion und die naciifolgenden Blutentnali- 
men waren die Tiere anasthesiert (Halothan-Narkose) und kontrolliert beatmet. Blut- 
entnahmen erfolgten vor Infusionsbegtnn, nach 5, 20, 40, 60, 120 und 240 Minuten 
sowie 24 Stunden nach Infusionsende. In den Blut- bzw. den daraus gewonnenen 
Plasmaproben wurden bestimmt: Blut- und Plasmaviskositat, HES-Konzentration, 

20 Prothrombinzeit, partieile Thromboplastinzeit, von Willebrand Faktor, Faktor VIII und 
Ristocetin-Kofaktor sowie die ubiichen thrombelastographischen Kenngrd&en. Aus 
dem Verlauf der HES-Konzentrationen von infusionsende bis 24 h danach wurden 
die Flache unter der Konzentrationszeit-Kurve (= AUG von Area Under the Curve), 
die a- und p-Halbwertszeit sowie die Clearance berechnet. Die Berechnung der AUG 

25 erfolgte nach der log-linearen Trapezregel, und fur die Berechnung der ubrigen 
pharmakokinetischen Parameter wurde ein 2-KomparUment-Modell zugrundegelegt. 
Aus diesem ergeben sich 2 Halbwertszeiten a und p, wobei die a-Halbwertszeit den 
Obertritt des HES vom zentralen Kompartiment (entspricht weitgehend dem Intrava- 
salraum) in das periphere Kompartiment kennzeichnet und die p-Halbwertszeit die 

30 Ruckverteilung in umgekehrter Richtung. 
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Der Verlauf der HES-Konzentration und die pharmakokinetischen Parameter lieBen 
eine langere Plasmaverweildauer der hochmolekularen Varianten (HES 900/0,42 und 
HES 500/0,42) im Vergleich zu der niedermolekularen HES (HES 130/0,42) erken- 
nen. So waren AUCs und die a-Halbwertszeiten bei den hochmolekularen Varianten 
5 signifikant grolier bzw. langer als bei der niedermolekularen Kontrolle; dementspre- 
chend war die Clearance der hochmolekularen HES-Typen signifikant niedriger als 
die der niedermolekularen HES. 

Oberraschenderweise und vdllig anders als bei bisher bekannten Typen von mittel- 
10 Oder hochmolekularer HES (HES 200/0,5; HES 200/0,6; HES 450/0,7) bestand je- 
doch bei der Plasmakonzentration zum Zeitpunkt "24 Stunden nach Infusion" kein 
relevanter Unterschied zwischen den erTindungsgemallen hochmolekularen Varian- 
ten und der niedermolekularen Vergleichsldsung (vgl. Figur 1). Dies bedeutet, dass 
die erfindungsgemaden hochmolekularen Hydroxyethylstarken in der fur die Volu- 
15 menwirksamkeit entscheidenden Phase unmittelbar nach der Infusion eine signifikant 
langere Plasmaverweildauer besitzen als die niedermolekulare Vergleichs-HES, dass 
sie aber anders als bisher bekannte hochmolekulare HES-Typen keine Neigung zur 
Kumulation im Kreislauf zeigen. Stattdessen waren die erflndungsgemallen HES- 
Varianten 24 Stunden nach der Infusion ebenso wie die niedermolekulare Ver- 
20 gleichs-HES praktisch voilstandig aus dem Kreislauf verschwunden. 



wo 2005/082942 



PCT/EP2005/050877 



- 26 ~ 



Tabelle 4 









HPS QOfl/n 


AUG (g*min/l) 


1156 ±223 


1542 ± 142** 


1701 ± 321** 


CL (ml/min) 


39,1 ± 7,9 


30,1 ± 5,4* 


26,0 ±4,1** 


ti/2a (min) 


39,9 ±10,7 


53,8 ± 8,6* 


57,1 ± 12,3* 


ti/2p (min) 


331,8 ± 100,0 


380,6 ± 63,3 


379,9 + 75,8 



Tab- 4: Flache unter der Konzentration-Zeit-Kurve (AUG), Glearance (GL), alpha- 
und beta-Halbwertszeit (ti/2a und ti/2p) nach Infusion von Jewells 20 ml/kg 6 % HES 
130/0,42, 6 % HES 500/0.42 bzw, 6 % HES 900/0,42 beim Schwein- 
Die Signifikanzprufung erfolgte zwischen HES 500 und HES 900 jeweils im Ver- 
gleicli zu HES 130/0,42 mittels t-Test fiir ungepaarte Daten nach Student * p < 0.01; 
** p< 0.001- 

Die hochmolekularen HES-Spezies (HES 500/0,42 und HES 900/0,42) zeigten sig- 
nifikant grd&ere Flachen unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUG) entsprechend 
einer hoheren Verweildauer im Intravasalraum, signifikant langere initiale Plasma- 
halbwertszeiten (ti^a) und signifikant niedrigere Glearanceraten als niedermolekula- 
re(HES 130/0,42). 

Figur 1 zeigt den Konzentrationsveriauf von niedermoiekuiarer HES (HES 130/0,42) 
und hochmolekularer HES (HES 500/0,42 und HES 900/0,42) im Plasma nach Infu- 
5 sion von 20 ml/kg der jeweiligen HES-Losung beim Schwein. HES 500/0,42 und HES 
900/0,42 wurden aniangs langsamer aus dem Intravasalraum eliminiert als HES 
130/0,42 (s.a. Tabelle 4: Pharmakokinetische Parameter); in der Endphase der Eli- 
mination, d-h. 24 h nach Infusionsende, bestand jedoch kein relevanter Unterschied 
zwischen den Plasmakonzentrationen mehr (die mittleren Konzentrationen lagen un- 
10 ter 0.2 g/l und damit im Bereich der Bestimmungsgrenze). 
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Es hat sich somit gezeigt, dass die erflndungsgemaBen Hydroxyethylstarken einer- 
seits eine langere initiale Plasmahalbwertszeit besitzen als zur Zeit bekannte nie- 
dermolekulare Referenzlosungen (HES 130/0,42), aber andererseits innerhalb von 
24 Stunden nach der Infusion ebenso gut aus dem Kreislauf eliminiert werden kon- 
5 nen wie die zuletzt genannten, in dieser Hinsiclit vorteilhaften niedermolekularen 
Vergleiciispraparate. 

Aucii die vorgenommenen Gerinnungsanalysen (plasmatisclie Gerinnungstests, 
Tlirombelastographie, Bestimmung der vWF— Konzentrationen) lieferten unerwartete, 

10 weil vollig andere Ergebnisse als sie mit iiociimolekularen HES-Praparaten bisher 
erzielt werden konnten. Walirend bereits mittel- und in noch vie! ausgepragtem MaR 
hochmolekulare Hydroxyethylstarken bisher regelmaRIg eine weitaus starkere Beein- 
trachtigung der Blutgerinnung im Sinne einer Hypokoagulabiiitat erkennen liefSen als 
niedermolekulare HES-Losungen (J, Treib et aL, Intensive Care Med. (1999), S. 258 

15 bis 268; R-G. Strauss et aL, Transfusion (1 988), S. 257 - 260), zeigten sich zwischen 
den erflndungsgemaBen hochmolekularen HES-Praparaten und der bekannten nie- 
dermolekularen Vergleichslosung keine signifikanten Unterschiede (vgL Tabelle 5). 
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Tabelie 5 zeigt den Zeilverlauf der plasmatischen Gerinnungsparameter Prothrom- 
binzeit (PT), aktivierte partielle Thnomboplastinzeit (aPTT), funktionelle Aktivitat des 
von Willebrand-Faktors (vWF funktionell) und antigenische Konzentration des von 
Willebrand-Faktors (vWF antigenisch) und Zeitverlauf des Koagulationsindex (CI) der 
5 Thrombelastographie nach Infusion von jeweils 20 ml/kg 6 % HES 130/0,42, 6 % 
HES 500/0,42 bzw. 6 % HES 900/0,42 beim Schwein. Die statistische Signifikanzpru- 
fung (Interaktion von Losungs- und Zeiteffekt) erfolgte zwischen HES 500/0,42 und 
HES 900/0.42 jeweils im Vergleicli zu HES 130/0,42 mittels zweiseitiger ANOVA. 
Trotz hoherer Molekulargewichte, lioherer Konzentrationen sowie langerer Verweil- 
10 dauer im Plasma (vgl. Figur 1 und Tabelie 4) beeinflussten die erfindungsgemailen 
hochmolekularen HES-Spezies (HES 500/0,42 und HES 900/0,42) die Blutgerinnung 
niclit mehr als niedemnolekulare HES (HES 130/0,42). 

Mit anderen Worten zeigten die erfindungsgema&en Hydroxyethylstarken trotz der 
15 durch Molekuiargewichtserhohung erreichten langeren PlasmavenA/^eildauer niclit die 
Nachteile bekannter hoclimolekularer HES-Losungen, wie z.B. deren Beeintrachti- 
gung der Blutgerinnung. 

Oberraschend zeigte sich zudem bei den tierexperimentellen Untersuciiungen, dass 

0 

20 die erfindungsgemal&en hochmolekularen Hydroxyethylstarken — anders als bekann- 
te hochmolekulare Hydroxyethylstarken - die Biut- und Plasmaviskositat im Vetigleich 
mit niedermolekularen HES nicht erhdhten. Bei niedrigen Scherkraften wurde unter 
den erTindungsgemaRen Hydroxyethylstarken sogar eine niedrigere Viskositat als 
unter der niedermolekularen HES gefunden (vgl. Tabelie 6: Plasmaviskositat). 

25 



wo 2005/082942 



PCT/EP2005/050877 



o 

"55 



o 

CO 

c 



CO 
CO 

o 
o 

o 

-H 

LO 
N- 
00 
CM 



E 

CM 

C 
P 

'5 



o 

CO 

c 



o 

OQ 
CM 

o 
o 



O 
CM 
CO 
CM 



I 

O 
CO 

I 



CO 



E 

m 

c 
o 

CO 



o 

CO 



to 

lO 

o 
o 



•H 

CM 
CM 



O 
CO 



CM 
OO 
O 

o 

CD 
•H 

CO 
OO 
CO 

<o 
o 



O) 



CO 
:0 



CM 

O 
CO 

CO 
LU 



O 

E 

CO 

CO 

Q. 



CO 

1 

E 

CO 
JO 

CL 



to 
la 

CM 

o 
o 

•H 

<D 
CO 
CD 
CM 



CM 
5> 



O 
-H 

o> 

LO 

CO 



CO 
00 
O 

o 



-H 

CM 
00 
LO 
CM 



CO 
O 

O 
O 

o 

■H 
CO 

OO 
CM 



CM 



O 
LO 

CO 
LU 



CD 

s 

o 
o 

o 

+1 

OO 
CO 

o> 

lO 



lO 

o 



o 
o 

CD 
CO 



o 
o 



CO 
o 
o 
o 
o 

o 

CO 

o 



LO 

o 
o 
o 
o 



-H 

CO 
CO 



o 
o 



JO 

II 



lO 
CO 
lO 

o 
o 

o 

-H 

lO 
00 

a> 
in 

o 
o 



CO 

o 

CD 
O 



•H 

CO 

CO 



o 
o 



00 
lO 

o 



o 

lO 
CM 



o 
o 



lO 
CO 

o 
o 
o 
o 

o 

+1 



00 
CM 

o 
o 



lO 

CO 
CM 



CO 

o 
o 



CM 
CO 

O 
O 



LO 

o 
o 
o 
o 



o 



CD 

o 
o 
o 



-H 

o 



o 

<M 
N- 
O 

o 

O 

•H 

O 
CD 
00 
CD 

O 

o 



o 
o 
o 

CO 
UJ 

JO 



a> 
o 

o 
o 
o 



CO 

o 

CM 

o 
o 



CM 

O 
O 
O 



CD 
CM 

s 

O 



CO 
N- 
O 
O 
O 
O 



CM 



CM 



CO 

CO 
UI 



CM 

O 
O 
lO 

CO 
UI 



CM 



O 

o 
a> 

CO 
UJ 



CO 
CO 

£ 



£ 

CO 
JO 



JO 

00 
<M 

11 



CO 
CO 
CL 

E 



Wert 




lO 

o 
o 


CO 

o 
o 


i 


CD 

00 
CO 


1 


1 

a 




CO 


o" 








usion 24 h 


,008847 


,004320 


,004308 


,000102 


,000068 




o 


o 


o 


o 


o 




+1 


-H 


-H 


-H 


-H 




lach Infi 


,024577 


,015434 


,015556 


001229 


,001257 




w 


o 


o 


o 


o 


o 




C 
O 

'<0 


,007475 


,003974 


,003713 


,000136 


,000112 


<D 


o 


o 


o 


o 


o 




3 


-H 


•« 




+1 






nach Inl 


,015097 


,013736 


,013557 


,001232 


,001183 


<» 
CM 

crvi 




o 


o 


o 


o 


o 




<M 

c 
o 

"55 


,006364 


,005949 


,003234 


,000217 


,000114 


<M 
CM 


o 


o 


o 


o 


o 






-H 


-H 


+1 


+1 






nach Ini 


,018318 


,011384 


,014217 


,001272 


,001206 


mm' 




o 


o 


o 


o 


o 




sion 1 h 


,003944 


,002860 


,002252 


,000084 


,000048 


SSOOOO' 


o 


o 


o 


o 


o 








■H 




+1 






nach Inl 


,014928 


,013070 


,013678 


,001142 


,001112 


<o 




o 


o 


o 


o 


o 






CM 








<M 


CM 


O) 




o 




o 


o 




Ldsur 


o 

CO 


o 
o 

lO 


o 
o 


o 

CO 


o 
o 




HES 


HES 


HES 


HES 


HES 


CO 

uu 


Parameter 


sk. 






sk. 






Plasmavl 


•2 
II 


CO 
CO 
CL. 

E 

»«-^ 


Plasmav 


JO 

CO 
CM 

II 





wo 2005/082942 



PCT/EP2005/050877 



- 31 - 

Tabelle 6 zeigt den Zeiiverlauf der Plasmaviskositat bei niedrigen und hohen Scher- 
kraften (y = 1/s und y = 128/s nach Infusion von jeweils 20 ml/kg HES 130/0,42, 6 % 
HES 500/0,42 bzw. 6 % HES 900/0,42 beim Schwein. Die statistische Signlfikanzpru- 
fung (Interaktion von Losungs- und Zeiteffekt) erfolgte zwischen HES 500/0,42 und 
5 HES 900/0,42 jeweils im Vergleich zu HES 130/0,42 mittels zweiseitiger ANOVA und 
lieli kelne Unterschiede zwischen den hochmolekularen HES-Spezies (HES 900 und 
HES 500) und der niedermolekularen HES (HES 130) erkennen. Bei niedrigen 
Scherkraften erwies sich die Wechselwirkung von Losungs- und Zeiteffekt bei der 
Plasmaviskositat unter den hochmolekularen HES-Spezies (HES 500/0,42 und HES 
10 900/0,42) als niedriger im Vergleich zur niedermolekularen HES (HES 130/0,42). 
Dies war jedoch auf den Zeit- und nicht auf den Losungseffekt zuruckzufuhren. Bei 
hohen Scherkraften bestand kein Unterschied: insbesondere war die Plasmaviskosi- 
tat unter den hochmolekularen HES-Spezies (HES 900/0,42 und HES 500/0,42) nicht 
hoher als unter niedermolekularer HES (HES 130/0,42). 

15 

Die Plasmaviskositat steigt unter den erfindungsgemaKen HES-Losungen demnach 
nicht an. Dass kein Anstieg der Plasmaviskositat beobachtet wurde, ist insofem uber- 
raschend, da Hydroxyethylstarke mit einem vergleichbaren . Molekulargewicht von 
500000, wie in der US-A-5,502,043 offenbari: (Vergleichsbeispiel 3) einen Anstieg der 
20 Plasmaviskositat aufgezeigt hat. Wenn die Viskositat nicht ansteigt, so fuhrt dies zu 
einer ungestdrten KapillarperFusion (Mikrozirkulation) und einer verbesserten nutriti- 
ven Sauerstoffversorgung der Gewebe. 

Neben den vorstehend beschriebenen in vivo-Untersuchungen wurden auch in vitro- 
25 Untersuchungen durchgefuhrt, bei denen speziell der Einfluss des C2/C6- 
Verhaltnisses auf die Blutgerinnung gepruft wurde und zwar ebenfialls mit Hilfe der 
Thrombelastographie. Zu diesem Zweck wurden drei hochmolekulare HES-Losungen 
(Mw: 800 kD) mit niedrigem MS (0.4) und niedrigem (3:1), mittlerem (7:1) bzw. ho- 
hem (12:1) C2/C6-Verhaltnis hergestellt und folgendermaBen untersucht. Von 30 
30 mannlichen und weiblichen chirurgischen Patienten (Ausschlulikriterien: bekannte 
Gerinnungsstorungen, Behandiung mit Hemmstoffen der Blutgerinnung, Einnahme 
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von Acetylsalicylsaure Oder anderen nichtsteroldalen antiinflammatorischen Medika- 
menten innerhalb von 5 Tagen vor der Operation) wurde wahrend der Anasthesieein- 
leitung eine Blutprobe entnommen. In jeder Blutprobe wurde die Gerinnung mittels 
Thrombelastographie gemessen und zwar im unverdunnten Blut und nach in vitro- 
5 Hamodilution (20 %, 40 % und 60 %) mit jeder der 3 HES-Losungen (HES 
800/0,4/3:1; HES 800/0,4/7:1 bzw. HES 800/0,4/12:1). Bestimmt wurde - wie schon 
bei den in vivo-Untersuchungen - der Coagulation Index (CI), der die einzelnen Parti- 
alfunktionen der Tlirombelastograpliie zusammenfasst Die Mittelwerte (± SD) der 
gefundenen Cl-Werte sind In der nachfolgenden Tabeile 7 dargestellt und zwar als 
10 Abweicliung vom CI in der jeweiligen unverdunnten Blutprobe- 



Tabeile 7 





HES 


HES 


HES 




800/0.4/3:1 


800/0,4/7:1 


800/0,4/12:1 


20% 


-2,32 


-2,86 


-3,35 


Hamodilution 


(1 .20) 


(1.22) 


(1.07) 


40% 


-5,91 


-6,17 


-6,50 


Hamodilution 


(1 .68) 


(2.03) 


(1,69) 


60% 


-9,71 


- 10,37 


- 10,65 


Hamodilution 


(2,70) 


(3.05) 


(2,60) 



Bel alien Hamodilutionsstufen wurde der CI in bezug auf den CI des Nativbluts umso 
15 weniger gesenkt, die Blutgerinnung also umso weniger beeinfluBt, je niedriger das 
Ca/Ce-Verhaltnis der zur Hamodilution verwendeten HES lag. Der Losungseffekt 
zwischen den Hamodilutionsserien war signifikant unterschiedlich (p < 0,05; 
ANOVA). Die Resultate zeigen, dass eine Emiedrigung des C2/C6"Verhaltnisses von 
Hydroxyethylstarken gunstig fur deren Einfluss auf die Blutgerinnung ist und zwar in 
20 dem Sinn, dass die Blutgerinnung bei niedrigem C2/C6-Verhaltnis weniger gehemmt 
wird als bei hohem. Dies ist insofern von Bedeutung, als HES-Losungen unter ande- 
rem als Plasmaersatzmittel nach traumatisch oder operativ bedingten Blutungen ein- 
gesetzt werden und in dieser Situation den Blutverlust nicht durch eine Hemmung 
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der Blutgerinnung noch zusatzlich vergroliern durfen. Die Ergebnisse der vorstehend 
beschriebenen Untersuchung zeigen weiterhin, dass von dem Ca/Ce-Verhaltnis von 
HES-Losungen eine Eigenwirkung auf die Blutgerinnung ausgeht, die von anderen 
molekularen Parametem der HES und ilirem Verhalten im Kreislauf unabliangig ist. 
5 Dies war bislier nicht bekannt. 
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Patentanspruche 

1- Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Molekulargewlcht Mw groBer Oder 
glelch 500000, dadurch gekennzeichnet, dass der molare Substitutionsgrad 
MS zwischen 0,25 und 0,5 ist und das Ca/Ce-Verhaltnis 2 bis untei+ialb von 8 
betragt. 

2. Hydroxyetliylstarke nach Ansprucli 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der mo- 
lare Substitutionsgrad MS 0,35 bis 0,5, vorzugsweise 0,39 bis kleiner oder 
gleich 0,45, insbesondere groBer 0,4 bis 0,44 ist, 

3. Hydroxyethylstarke nach einem der Anspriiche 1 und 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das mittlere Molekulargewicht oberhalb 600000 bis 1500000, 
vorzugsweise 620000 bis 1200000, besonders bevorzugt von 700000 bis 
1000000 betragt. 

4. Hydroxyethylstarke nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Ca/Ce-Verhaltnis 2 bis 7, vorzugsweise 2,5 bis kleiner oder 
gleich 7, besonders bevonzugt 2,5 bis 6 und insbesondere bevorzugt 4 bis 6 
ist. 

5. Hydroxyethylstarke nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass sie aus einer Wachsmaisstarke erhaltlich ist. 

6. Pharmazeutische Zubereitung umfassend eine Hydroxyethylstarke nach ei- 
nem der Anspruche 1 bis 5. 

7. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie als wassrige Losung oder als kolloidale wassrige Losung vorliegt. 
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8. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 6 Oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hydroxyethylstarke in einer Konzentration von bis 
zu 20 %, vorzugsweise 0,5 bis 15 %, besonders bevorzugt 2 bis 12 %, insbe- 
sondere 4 bis 1 0 %, beispielsweise 6 % vorliegt. 

9. Pliarmazeutisclie Zubereitung nacli einem der Anspruclie 6 bis 8, dadurch 
gelcennzeiciinet, dass sie zusaizlicli Natriumchlorid, vorzugsweise in 0,9 pro- 
zentiger Konzentration enthalt. 

10- Pharmazeutisclie Zubereitung nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie zusatzlich plasmaadaptierte Elektrolyte aufweist. 

11. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 6 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie als gepufferte Losung und/oder als Losung mit me- 
tabolisierbaren Anionen voriiegt. 

12- Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 6 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie als hypertone Losung vorliegt. 

13. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 6 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie sterilfiltriert Oder hitzesterilisiert ist 

14. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 6 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie ein Volumenersatzmittel ist. 

15. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 6 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie einen pharmazeutischen Wirkstoff Oder eine Wirk- 
stoffkombination enthalt. 



wo 2005/082942 



PCT/EP2005/050877 



- 36 - 

1 6. Verwendung einer phanmazeutischen Zubereitung nach einem der Anspriiche 
6 bis 15 zur Herstellung eines Plasmaersaizmittels Oder eines Plasmaexpan- 
ders. 

17- Verfahren zur Herstellung einer Hydroxyethylstarlce, vorzugsweise wie in ei- 
nem der Anspruche 1 bis 5 deflniert durch 

(i) Umsetzung von in Wasser suspendierter Starl<e, vorzugsweise Mais- 
starke, mit Ethylenoxid und 

(ii) anschlleRender Teilhydroiysierung des erhaltenen Starkederivats mit 
Saure, vonzugsweise Saizsaure bis zum gewunschten mittleren l\/Ioleku- 
largewicfitsbereich der Hydroxyetliylstarke- 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der in Wasser 
suspendierten Starke ein Alkalisierungsmittel, vorzugsweise NaOH, zugesetzt 
wird. 

1 9- Verfahren nach einem der Anspruche 1 7 Oder 1 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass der suspendierten Starke Alkalisierungsmittel in einer Menge zugesetzt 
wird, so dass das molare Verhaltnis von Alkalisierungsmittel zu Starke groBer 
0,2, vorzugsweise 0,25 bis 1 , insbesondere 0,3 bis 0,8 ist- 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Verfahren zusatzlich die Schritte (iii) der Sterilisation und gegebe- 
nenfalls (iv) der Ultrafiltration umfasst. 

21 . Verwendung der pharmazieutischen Zubereitung nach einem der Anspruche 6 
bis 15 zur Aufrechterhaltung der Normovolamie und/oder zur Verbesserung 
der Makro- und Mikrozirkulation und/oder zur Verbesserung der nutritiven 
Sauerstoffversorgung und/oder zur Stabilisierung der Hamodynamik und/oder 
zur Verbesserung der Voiumenwirksamkeit und/oder zur Verringerung der 
Plasmaviskositat und/oder zur Erhohung der Anamietoleranz und/oder zur 
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Hamodilution, insbesondere zur therapeutischen Hamodilution bei Durchblu- 
tungsstorungen und arteriellen, speziell peripheren arteriellen, Verschluss- 
krankheiten. 

22. Kit umfassend in getrennter Form 

(I) die Hydroxyethylstarke, wle in den Anspruchen 1 bis 5 deflniert, 

(ii) sterile Salzlosung, vorzugsweise sterile Natriumchlorid-Losung und ge- 
gebenenfalls 

(iii) einen phamnazeutischen Wirkstoff Oder eine Wiricstoffkombination. 



23 



Kit gemaB Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Einzelkomponen- 
ten (i), (ii) und gegebenenfalls (iii) in getrennten Kammern in einem Mehr- 
kammerbeutel voriiegen. 



wo 2005/082942 



1/1 



PCT/EP2005/050877 




o 



h4 



fa 



(9 

u. 



o o 

s s? 

£3 S3 

n: zc 

i) *ti 




o c: 
- 5 £ 



8 'E 



8 -g 



03 t: 



O c 



8 1 



O C 

9=! E 



~ o 



illllllll 



o 

(3 



|iiii[iiii|iiii|iiii|iiii|iiii|iiii |iiii|iiii|iiii|iiii|ini|ii i i[iiii[iiii|iii i |iiii|iin 



00 



00 



o 



o 



o 



o 



u> 



00 w 



o 
cvi 



o 



o 



